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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgr Michala Turniaka

Eschericha coli jest najczgsciej stosowanym modelowym organizmem ws$rdd bakterii.
Do gatunku E. coli nalezg szczepy zaro6wno pozyteczne dla nas (produkcja witamin B 1 K) jak 1
chorobotworcze. PoznaliSmy sekwencje genomow kilkuset réznych szczepow E. coli, a wigc
mogloby si¢ wydawa¢é, ze wiemy juz prawie wszystko o tej bakterii. Jednakze tak nie jest. W
ostatnich kilku latach przekonali$my si¢ o tym jak stosunkowo mato rozumiemy t¢ bakteri¢ i jak
wymyka si¢ ona spod naszej kontroli, czego wymownym dowodem byta $mieré¢ 53 ludzi
zakazonych szczepem EAEC E. coli w Niemczech w roku 2011. Pomimo znajomosci peinej
sekwencji genomu okreslonego szczepu E. coli nie jesteSmy w stanie przewiedzie¢ skutkow jakie
dany szczep wywola¢ moze w Zzywym organizmie, a w przypadku sporej czgsci genow E. coli nie
wiemy jaka pelnig funkcje. Ponadto, nalezy pamigta¢, ze mikrobiom czltowieka jest bardzo
zroznicowany a rozwo0j zakazenia zalezy nie tylko od szczepu E. coli, ale rowniez od kondycji
uktadu odpornosciowego gospodarza jak 1 od sktadu jego mikroflory.

W tym Swietle podjete przez Doktorantke badania zmierzajace do poznania
wzajemnych interakcji pomiedzy chorobotwérczymi szczepami E. coli — izolowanymi od
dorostych osob z zespolem jelita nadwrazliwego, a ludzkimi makrofagami, wydaja si¢ w

pelni uzasadnione.

Oceniana rozprawa ma tradycyjny uktad z podzialem na: Wstep, Cel, Materiaty 1 Metody,
Wyniki i Omowienie oraz Dyskusje. Rozprawe koncza wnioski 1 streszczenie w jezyku polskim 1
angielskim. Poczatek ,,Wstgpu” zostal poswigcony chorobotworczym bakteriom przewodu
pokarmowego ze szczegdlnym uwzglednieniem szczepdw E. coli. W nastgpnych obszernych
podrozdziatach opisano fagocytoze i apoptoze w kontekscie zakazenia pateczkami jelitowymi.
Sporo miejsca poswiecono mechanizmom obrony £E. coli przed degradacja wewnatrz
fagolizosomoéw komorek zernych. W ostatnich podrozdziatach ,,Wstepu” Doktorant opisat
techniki badania apoptozy. Jednakze wydaje mi si¢, ze opisywanie we ,,Wstepie” powszechnie
znanych 1 stosowanych technik nie jest potrzebne i troch¢ dekoncentruje uwage czytelnika.

Uwazam, ze zamiast opisywania technik Doktorant we ,,Wstepie” powinien poruszy¢ kwestie



zwigzane z zespotem jelita wrazliwego, IBS (irritable bowel syndrome), poniewaz szczepy
E. coli analizowane w tym doktoracie byly wyizolowane z probek katu pochodzacych od
pacjentow z zespolem IBS. Dodatkowo Doktorant méogtby rowniez zwrdci¢ uwage na ztozonosé
mikrobiomu przewodu pokarmowego oraz jego zroznicowanie w zaleznos$ci od diety, stanu
zdrowia w tym uktadu odporno$ciowego, etc. Powaznym mankamentem ,,Wstepu” sg zle opisane
ryciny. Podpisy pod rycinami sg lakoniczne (np. ryc. 1 nie opisano co oznaczajg 1, 2, 3 w czesci
(a) oraz brak opisu cze¢sci (a-f)) co powoduje, ze trudno je zrozumie¢ bez siggania do materiatu
zrodlowego. Zdarza si¢, ze nie sg zacytowane materiaty zrodlowe skad zaczerpnigto
rysunki/schematy (ryc. 4, 6 ). Ponadto, na prezentowanych zdjeciach mikroskopowych powinna

by¢ podana podziatka (np. ryc. 8, 9, 10), a w podpisach nazwy przedstawianych komorek.

Cel pracy jest sformulowany poprawnie aczkolwiek moglby by¢ napisany bardziej
precyzyjne.

W rozdziale ,,Materiaty 1 Metody” przestawiono opis testow adhezji E. coli do komorek
nablonka, fagocytozy, oznaczania hydrofobowosci szczepow E. coli oraz metod badania apoptozy.
Duza czg$¢ tego rozdziatu poswiecona zostata genotypowaniu analizowanych szczepow E. coli.
Ta cze$¢ jest napisana starannie 1 przejrzyscie. Na uwage zastuguje stosunkowo duza

roznorodno$¢ stosowanych technik.

Rozdzial ,,Wyniki 1 Omowienie” powinien zaczynaé si¢ krotkim wprowadzeniem
wyjasniajagcym dlaczego wybrano do badan szczepy E. coli pochodzace od 0so6b z zespolem jelita
nadwrazliwego. Podobnie nieco wigcej informacji powinno by¢ na temat podzialu szczepow
E. coli na grupy filogenetyczne; by¢ moze informacja taka powinna znalez¢ si¢ w ,,Wstepie”.
Dodatkowo nalezy pamigta¢, ze niedawno Clermont 1 wsp. (2012) uaktualnili podziat szczepow
E. coli wprowadzajac dodatkowe trzy grupy (C, E i F). Podobnie jak w rozdziale ,,Wstep” opisy
niektérych rycin sg nieprawidlowe 1 nieprecyzyjne. Przykladowo w opisie ryciny 14 nie podano
jaki szczep E. coli 1 jaki rodzaj nablonka byly analizowane w tescie adhezji, ponadto nie opisano
cze$ci A 1 B oraz nie zamieszczono skali. W zasadzie nie wiadomo kiedy uzyto komorek ludzkich
raka krtani, cho¢ w ,,Materialach i Metodach” sg one wymienione i tu rodzi si¢ pytanie: dlaczego
do testow adhezji oprocz ludzkich komorek raka nabtonka jelita cienkiego wybrano komorki raka
krtani? Do$¢ istotnym problemem jest analiza statystyczna, przykltadowo na wykresie 5 nie
przedstawiono odchylen standardowych. Jesli badano pig¢ szczepdédw, to trudno pisaé, ze

»Najwiecej dzikich szczepéw EAEC-IBS prezentowato gen aggB (60% sposrod 5 szczepow)”.



Podobnie jest napisane w ,,Dyskusji” ,,gen aggB wykryto u 60% badanych szczepow”. Czy
sensownym jest wycigganie Srednich wartosci np. indeksu przezywalnosci dla pigciu szczepow
(str. 48, tabela 12) reprezentujacych rézne patotypy, czy nie lepiej po prostu poda¢ zakres
przezywalnos$ci (od 0 do 15,5). Mysle, ze analizujac korelacje pomiedzy zdolnoscig szczepow
E. coli do przezywania w makrofagach a obecnos$cig gendw kodujacych enzymy antyoksydacyjne
dobrze byloby w przysztosci sprawdzi¢ poziom ekspresji tych genow. Doktorant analizujac
stopien pofragmentowania DNA makrofagéw za pomocg elektroforezy w zelu agarozowym, nie
skomentowat braku DNA w $ciezkach 48-2 1 IBS9. Wydaje mi si¢, ze wyniki przedstawiajace
stopien fragmentacji DNA makrofagéw (dane z FACSa) zakazonych analizowanymi szczepami
E. coli (ryc. 20) powinny by¢ zamieszczone jako zatacznik. Niektore z danych przedstawionych
na tej rycinie s3 mato czytelne, a wyniki malo zréznicowane 1 dlatego wystarczajace jest

przedstawienie tych danych w formie zbiorczego wykresu (wykres 4).

Doktorat krytycznie podchodzi do uzyskanych wynikow, czego wyrazem jest rozdziat
»Dyskusja”. Mam $wiadomos¢, ze Doktorantowi nietatwo bylo prowadzi¢ dyskusje gtownie ze
wzgledu na to, ze otrzymane wyniki nie zawsze byly spdjne i jednoznaczne. Autor konczy
dyskusje stwierdzeniem, ze ,,poniewaz w pracy badano jedynie obecnos¢ genu ompA, niemozliwa
jest ocena, czy biatko OmpA faktycznie odpowiada za hamowanie apoptozy makrofagow”. W
zwigzku z tym mam pytanie do Doktoranta jakie doswiadczenia zaplanowalby w celu wyjasniania
roli OmpA? Dodatkowo prosze Doktoranta o przedstawienie, ktore z watkéw doktoratu (i w jaki

sposob?) powinny by¢ kontynuowane.

Za najwazniejsze osiagniecie rozprawy doktorskiej uwazam wykazanie zaburzonej
fagocytozy analizowanych szczepéw EAEC, co moze wyjasnia¢ zdolno$¢ tych szczepow do

wywolywania przewleklych zakazen przewodu pokarmowego.

Rozprawa doktorska jest napisana poprawnym jezykiem i znalaztam tylko nieliczne,
drobne btedy.
Drobne bledy:
= Gram z duzej litery (nazwisko dunskiego badacza)
= btedy jezykowe: monolayer, pik, czasami mozna zastgpi¢ patogenny szczep
chorobotworczym szczepem, ligacja np. PAMP z receptorami fagocytow, powinno by¢

oddzialywanie



= na wykresie 5 nie podano, przy jakiej dlugosci fali wykonywano oznaczanie (podano
jedynie symbol OD)
= brak w skrotach rpm

= podajac warunki wirowania w rpm nalezy podac typ rotora.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spelnia
wymogi stawiane rozprawom doktorskim. Wnosze zatem do Wysokiej Rady Wydzialu
Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich o dopuszczenie mgr Michala

Turnika do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Jolanta Zakrzewska-Czerwinska



